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論　文　の　内　容　の　要　旨
　黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）は，ヒトの常在菌であるにもかかわらず，時として多様な毒素
を作り出して重篤な感染症を引き起こす。また，環境ストレスへの適応性が高いことが知られている。
　酸素呼吸により生命活動に必要なエネルギーを得る際，S. aureusは活性酸素の毒性にさらされる。すな
わち，電子伝達系のセミキノンが関与する部分において一部の電子がリークし，そばにある酸素分子に渡さ
れてスーパーオキシドが生じ，それが生体分子を攻撃する。また本菌が病巣に侵入する際，マクロファージ
等の宿主免疫系が活性化し，活性酸素を用いて本菌を攻撃する。そのため活性酸素とそのストレス応答系は，
S. aureusにとって必要不可欠な環境応答機構である。
　S. aureusのストレス応答を調べるために，代表的なストレスである熱ショックに応答する遺伝子を
differential display法により探索した。その結果，発現が増強する遺伝子群のなかに，大腸菌の quinone 
oxidoreductase遺伝子（qor）と相同性をもつ遺伝子が見出された。ゲノム解析の結果，qorに隣接してもう一
つの qor遺伝子が見つかり，これらの遺伝子を qorAおよび qorBとした。これまで，大腸菌や枯草菌では qor
ホモログが単独で存在することが知られているが，その解析はまったく行われていない。S. aureusでは，2つ
の qor遺伝子がタンデムに存在することから，重要な役割を果たしていると考え，qorAを中心に解析を行った。
　酸化ストレス下では，qorAは単独に転写されるだけでなく qorAに隣接する遺伝子と共に転写される。すな
わち SA1990-qorAおよび，qorA-qorBとして共転写され，それらすべてが酸化ストレスで発現増強されること
がノザン解析により明らかとなった。さらに，qorA遺伝子とその周辺遺伝子（SA1990および qorB）は，それ
ぞれ 1つの転写開始点から転写され，その転写物は酸化ストレス下で顕著な増強が見られた。嫌気的条件では，
qorAの転写物の発現は低下することから，酸素に応答して発現が調節されるのではないかと考えられる。
　また，酸化ストレス応答に関与する制御領域をレポーター解析により検索したところ，qorAの転写開始
点の上流に逆方向反復配列を見出し，その配列が qorAの発現と酸化ストレス下の増強に必須であることが
わかった。その配列をプローブとしてゲルシフトアッセイを行った結果，特異的に結合するタンパク質を検
出した。そのタンパク質の単離・精製を行い，SA2238タンパク質を同定した。この SA2238タンパク質が，
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qorA上流の逆方向反復配列に特異的に結合し，濃度依存的に qorA遺伝子の発現を活性化することが明らか
になったため，SA2238を 23 kDa Oxidative Stress Transducer（OST23）と名付けた。
　一方，QorAタンパク質は疎水性解析の結果，可溶性タンパク質であると推測された。しかも QorAの
NAD（P）H結合モチーフ（AXXGXXG）は保存性が高く，幅広い生物種で保存されていた。QorAの性質
を調べるため，GST-QorA融合タンパク質と intact QorAを大腸菌内で同時に発現させたところ，GST-QorA
精製の際，intact QorAが共に精製されてきた。さらに，GSTを切り離した QorAにも intact QorAが相互作
用することから，QorAは多量体を形成することがわかった。QorAは NADPHを補酵素としフェナントラ
キノン（PQ）を還元する酵素活性をもつが，NADHでははとんど活性がない。さらに PQ還元の際，スーパー
オキシドを生じるが，ハイドロキノンをほとんど生成しないことから QorAはキノンを NADPHにより 1電
子還元してスーパーオキシドを生じる -crystallineと同様の活性をもつことが明らかとなった。
　本研究により，熱ショック応答遺伝子として見出した S. aureus qorAが酸化剤に応答し，QorAタンパク
質が NADPH依存的にキノンの 1電子還元を触媒することを明らかにした。さらに，その調節領域に特異
的に結合する新規のタンパク質 OST23を同定し，qorA遺伝子の発現を活性化する転写因子であることを明
らかにした。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究は，ヒトの病原細菌である黄色ブドウ球菌のキノンオキシドレダクターゼ（qorA）遺伝子に着目し
て，酸化ストレス応答機構を明らかにしようとした意欲的な研究である。
　著者は，黄色ブドウ球菌の酸化ストレス応答の研究において，以下の 3点を明らかにした。
1）黄色ブドウ球菌 qorA遺伝子は酸化ストレスに応答して，発現が増強する。
　これまでの報告では，細菌が qor遺伝子を保持するものの，その発現条件については明らかにされてい
なかった。著者は，まず黄色ブドウ球菌ゲノム上において，2つの qor遺伝子（qorAと qorB）がタンデ
ムに並んでいることを示した。そして，酸化ストレスに応答して qorA遺伝子の発現が増強することを，
細菌において初めて明らかにするとともに，その qorA遺伝子と周辺遺伝子とのオペロン構造を決定した。
2）OST23タンパク質が qorA遺伝子の発現を増強させる。
　著者は酸化ストレスによって qorA遺伝子の発現が増強するにも関わらず，qorA上流に既知の酸化スト
レス応答転写因子の結合する配列がないことから，新たな転写因子が存在するという仮説を立てた。ま
ず著者は，qorA遺伝子上流に酸化ストレス応答に必要な配列を見出した。次に，その qorA上流の配列に
タンパク質が結合することを確認した後，そのタンパク質の単離を行い，OST23タンパク質を同定した。
さらに in vitro転写系を用いて， OST23が qorA遺伝子の発現を活性化することを示した。OST23の相同
遺伝子は細菌に広く分布することから，著者の発見は，細菌の酸化ストレス応答に関する研究において新
たな転写調節機構の存在を示した，重要かつ興味深い知見である。
3）QorAタンパク質は，キノンを 1電子還元する酵素である。
　これまで細菌の Qorタンパク質については，その機能が明らかにされていなかった。著者は，酵素活
性を測定するために QorAタンパク質を発現させた。その際，GST-QorA融合タンパク質と intact QorA
を 1つのベクターにより発現させ，その 2つのタンパク質を共精製するという独創的な手法で，QorAが
多量体を形成することを示した。さらに，その精製タンパク質を用いて，QorAがキノンを 1電子還元す
る酵素であることを明らかにした。この結果により，Qorの活性がほ乳類から細菌類に至るまで普遍的に
保存されていることを明らかにした。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
